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論文内容要旨
 血痕の血液型検査には解離法および型的二重結合法が採用されており,わずかな試料からも型
 判定が可能であるが,複数人の血液または体液混合痕の血液型検査では,含まれている血液型が
 合算されたものとなって表現され,AB型と判定される可能性が高い。本研究では酵素免疫測定
 法(ELISA)により,混合血痕であることが疑われている検体からAB型抗原のみを検出する
 方法について検討を試みた。また,さらに同法により血液および唾液の混合痕から,血液または
 唾液の血液型のみを分離・判定することを試みた。
 赤血球膜上のABH式血液型抗原決定基は,種々の糖脂質と糖蛋白質上にひろく存在するとさ
 れており,これらは膜骨格の構成要素であって水に対して難溶性である。ELISAを採用するに
 あたり,まず各種界面活性剤により血痕中のABH式血液型抗原を抽出する方法について検討し
 た。その結果,コラミドプロピル・ジメチルアンモニオ・プロパンスルフォン酸(CHAPS),
 コラミドプロピル・ジメチルアンモニオ・ハイドロキシプロパンスルフォン酸(CHAPSO),
 オクタノイル・メチルグルカミド,ノナノイル・メチルグルカミド,オクチル・グルコシド(o
 -glucoside),ヘプチドル・チオグルコシド(h-thioglucoside),トライトンX-100,
 ラウリル硫酸ナトリウム,およびデオキシコール酸塩の9種の界面活性剤により,血痕中のABH
 式血液型抗原が抽出されるのが確認された。なお血液型活性の確認は解離法によった。新鮮血痕
 ではCHAPS,CHAPSO,および。-glucosideによる抽出が効果的であった。一方,陳旧血痕
 を試料とした場合は,o-glucosideおよびh-thioglucosideが有効で,約2年経過血痕まで型
 判定が可能であった。なお抽出操作を行なった後の血痕は,依然強い型活性を有しており,抽出
 される型抗原の量ないし回収率は比較的低いものと考えられた。また,唾液痕からは全ての界面
 活性剤により型抗原が抽出された。
 次に,抽出液の抗原活性をELISAにより測定することを試みた。方法はいわゆる間接法によ
 った。抽出液を平底型ポリスチレンプレートにコートして固相化し,マウス由来の単クローン抗
 Aまたは抗B,およびヤギ由来パーオキシデース標識抗マウス免疫グロブリンを使用し,オーソ
 ダイアニシジンを発色させ吸光度を計測した。その結果,抗原抽出液としては。-glucosideが
 最も効果的で,CHAPSとh-thioglucosideがそれに続く成績を得た。なお,CHAPSは抽出
 後,溶液を吸着剤により処理し,界面活性剤を除去することにより鋭敏度を上昇させることがで
 きた。
 次に,血痕抽出液中のAB型抗原を検出する方法について検討した。方法は2抗体サンドイッ
 チ法を用いた。多クローン性ウサギ由来抗Aまたはヒト由来抗Bをプレートにコートして固相と
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 し,o-glucosideまたはCHAPSによるAB型血痕抽出液を加え反応させ,第1抗体はマウス由
 来単クローン抗Bまたは抗A,第2抗体はヤギ由来パ一方キシデース標識抗マウス免疫グロブリ
 ンを使用し,酵素反応を測定する。対照としてはA型B型混合血痕の抽出液を用いた。その結果
 AB型血痕抽出液を試料とした場合にのみ酵素反応が観察され,A型B型混合血痕との判別が可
 能であった。一方,第1抗体にウサギ由来の多クローン性抗体を使用した場合には,非特異的な
 反応が観察され,両者の鑑別は困難であった。従って,ELISA法においては通常の血球凝集反
 応以上の高い特異性が抗体に要求されると考えられた。AB型抗原は同一分子中にAおよびB型
 抗原決定基を持つという事実に基づき,従来いくつかのAB型抗原検出の試みがなされてきたが,
 本法により血痕中AB型抗原の検出が可能と考えられた。
 さらに,混合斑痕中の唾液由来AB型抗原と赤血球由来AB型抗原の判別法について検討した。
 これについては,まず勾坂らにより提唱された赤血球または体液ABH式血液型抗原とのみ反応
 する抗体の本法への応用を試みたが,この抗体はELISAにおいては高い型特異性を示すに至ら
 なかった。そこで,今回はウサギ由来の目家製抗唾液,抗赤血球抗体を利用して型判定を試みた。
 すなわち,これらの抗体を固相化し第1抗体にマウス由来単クローン抗体を用い,2抗体サンド
 イッチ法によって,唾液または赤血球のみのABH式血液型判定を試みた。本法により,唾液血
 合痕のCHAPSまたは。-glucoside抽出液から,唾液および赤血球由来ABH式血液型抗原を分
 離・判定することが可能であった。
 以上の方法を組み合わせることにより,複数人の混合血痕あるいは唾液・血液混合痕から,AB
 型抗原の検出,あるいは唾液または赤血球のみのABH式血液型抗原の分離・判定が可能と考え
 られる。
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 審査結果の要旨
 単一血痕または体液痕からABH式血液型を判定することは比較的容易である。しかし,複数
 人の血液または体液の混合痕検査では,含まれている血液型が合算されて検出され,AB型とな
 る可能性が高い。これらの抗原の本来の血液型を判定することは,法医学上非常に重要な問題で
 ある。本論文で申請者は酵素免疫測定法(ELISA)により,混合血痕であることが疑われて
 いる検体からAB型抗原のみを検出する方法について検討を試み,また,さらに同法により血液
 および唾液の混合痕から,血液または唾液の血液型のみを分離・判定することを試みている。
 赤血球膜のABH式血液型抗原は水に難溶性であるが,本研究ではELISAを採用するにあ
 たり,まず各種界面活性剤により血痕中のABH式血液型抗原を抽出する方法について検討して
 いる。その結果,コラミドプロピル・ジメチルアンモニオ・プロパンスルフォン酸,オクチル・
 グルコシド等数種の界面活性剤により,血痕中のABH式血液型抗原が抽出されるのを解離法に
 より確認している。また陳旧血痕でも約2年経過したもので型判定を行っている。ここで,考慮
 すべき問題として,抽出される型抗原の量ないし回収率が比較的低いことが挙げられる。このこ
 とは,本課題には,なお改善の余地が残されていることを示すものであろう。
 次に,申請者は血痕の界面活性剤抽出液の抗原活性を間接ELISA法により測定している。
 この場合,吸着剤により抽出液から界面活性剤を除去することにより鋭敏度の改善を見ている。
 次に,本研究では2抗体サンドイッチ法により血痕抽出液中のAB型抗原を検出する方法につ
 いて検討している。この時第1抗体にマウス由来単クローン抗体を用いることによりAB型血痕
 抽出液とA型B型混合血痕との判別が可能であったが,第1抗体にウサギ由来の型抗体を使用し
 た場合には,非特異的な反応が観察され,両者の鑑別は困難であったとしている。ELISA法に
 おいては抗体に高い特異性が要求されるものと思われる。従来いくつかのAB型抗原検出の試み
 がなされてきたが,本研究により比較的容易に血痕中のAB型抗原の検出する方法が示されたと
 考えられる。
 さらに,混合斑痕中の唾液および赤血球由来AB型抗原の鑑別について言及している。このこ
 とについては,臓器特異的型抗体の適用が望まれるが,本研究では抗体の特異性に問題があり,
 成功していない。そこで,抗唾液,抗赤血球抗体を利用しての型判定を試み,抽出液から唾液お
 よび赤血球由来ABH式血液型抗原を分離・判定することが可能であることを示した。
 本研究は,血痕中のAB型抗原の分離・検出,および体液・血液の混合斑痕のABH式型抗原
 の分離・判定に新しいアプローチを提示するものであり,学位授与に値するものと考えられる。
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